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ABSTRAKT 
Cirkadiánní systém je schopný samostatné oscilace díky translačně-transkripční smyčce. 
Komponenty této smyčky neovlivňují jen svůj vlastní chod, ale mají vliv i na další funkce 
buňky jako například buněčný cyklus. Tato interakce je zajištěna jak hodinovými proteiny 
(PER, CRY aj.), tak hodinami-kontrolovanými proteiny (WEE1, TIM, XPA aj.). Ty ovlivňují 
průchod fázemi buněčného cyklu a mají vliv na kontrolní body. Pokud jsou cirkadiánní rytmy 
narušeny, může to mít za následek nepřesnost kontrolních bodů buněčného cyklu, 
hromadění chyb vlákna DNA a zvýšenou apoptózu buněk či tvorbu nádorů.  
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ABSTRACT 
The circadian system is able to oscillate by itself owing to the transcriptional-translation 
feedback loop. Components of this loop do not affect just their own run, but they also have 
an impact on some other functions of the cell, for example cell cycle. This interaction is 
made by clock proteins (PER, CRY etc.) and by clock-controlled proteins (WEE1, TIM, XPA 
etc.). These proteins participate in the cell cycle run and have an impact on check-points. 
Disruption of the circadian clock can cause faults in cell cycle check-points, storing of DNA 
damages and increased cell apoptosis or tumor progression.  
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POUŽITÉ ZKRATKY 
 
RHT   -  retinohypotalamický trakt 
SCN   -  suprachiasmatického jádra 
PACAP  -  pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide 
CLOCK  -  circadian locomotor output cycles kaput 
BMAL1  -  brain and muscle Arnt-like protein 1 
PER   -  period 
CRY   -  cryptochrome 
CK1ε CK1δ  -  kaseinovou kinázou ε a kaseinovou kinázou δ 
FASP   -  familial advanced sleep phase syndrom 
CCN   -  cyclin 
CDK   -  cyklin-dependentní kinázy 
Cdc (20/25)  -  cell division cycle 
CKI   -  CDK-inhibitor 
pRb   -  retinoblastomní protein 
E2F, DP1, DP2 -  transkripčními faktory 
SCF   -  Skp/Cullin/F-box Containing Complex 
APC/C   -  anaphase-promoting complex 
CDH1   -  cadherin-1 
Thr   -  threonin 
Tyr   -  tyrosin 
Ser   -  serin 
CAK   -  cyclin-activating kináze 
CIP/KIP  -  cyklin-dependant inhibitor/kináze interacting protein 
INK4   -  inhibitor protein kináze 4 
PCNA   -  proliferating cell nuclear antigen 
CHK1   -  check-point kinázy 
ATR   -  ataxia telangiectasia and Rad3-related protein 
Plk1   -  polo-like kináze1 
ATM   -  ataxia telangiectasia mutated 
RENT   -  regulator of nucleolar silencing and telophase exit 
CAD   -  kaspázou aktivovaná DNáza 
MDM2  -  mouse double minute 2 homolog 
FADD   -  Fas-associated protein with death domain 
DISC   -  death inducing signaling complex 
TIM   -  timeless 
CCD   -  coiled-coil domeny 
TIPIN   -  timeless interacting protein 
bHLH   -  helix-loop-helix 
TfR1   -  transferinový receptor 1 
LKP   -  Lewisův karcinom plic 
NER   -  nukleotidová excizní oprava 
HERC2  -  HECT and RLD domain containing E3 ubiquitin protein ligase 2 
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Střídání světla, tmy a další periodicky se opakující vlivy prostředí, měly za následek vývoj 
cirkadiánního systému, který je schopný řídit fyziologické pochody či regulovat chování 
s přibližně 24hodinovou periodou i za neměnných podmínek (slovo cirkadiánní pochází ze 
spojení latinských slov circa – přibližně a diem – den). Hlavní oscilátor se nachází v hypotalamu 
a generuje cirkadiánní periodu, se kterou se synchronizují periferní hodiny v celém těle. Protože 
se tato perioda pouze přibližuje 24 hodinám, je nutná synchronizace s vnějším prostředím. Ta 
probíhá na více úrovních, ale nejdůležitějším Zeitgeberem (neboli vnějším synchonizátorem) je 
světlo. Retinohypotalamický trakt vede informaci o světle, přijímanou gangliovými buňkami 
v retině, do suprachiasmatického jádra hypotalamu – sídla hlavních hodin. Dalšími Zeitgebery 
jsou teplota, příjem potravy, sociální interakce aj. 
     Rytmus cirkadiánní oscilace je udržován transkripčně-translační zpětnovazebnou smyčkou 
exprese hodinových genů důležitých pro chod samotných hodin i celého organismu.  
     Buněčný cyklus je proces mezi dvěmi děleními, při kterém buňka prochází řadou změn a 
kritických momentů, kdy se rozhoduje o jejím dalším osudu – dokončení cyklu nebo 
nastartování dějů vedoucích k apoptóze. Některé fáze buněčného cyklu jsou velmi citlivé 
ke škodlivým vlivům vnějšího prostředí. Časování těchto citlivých procesů do určité části dne je 
tedy výhodným krokem jak ochránit buňku, např. proti UV záření. 
     Cílem mé práce je shrnutí studií pojednávajících o buněčném cyklu, cirkadiánním systému a 
jejich propojení. Nejprve popisuji zvlášť molekulární podstatu cirkadiánního systému, dále se 
zaměřuji na buněčný cyklus a jeho jednotlivé fáze. V poslední kapitole je pak přehled 
jednotlivých proteinů buněčného cyklu, které jsou ovlivněné cirkadiánním systémem a důsledky 








2 CIRKADIÁNNÍ SYSTÉM 
Cirkadiánní systém organismů sestává ze vstupních cest, kterými jsou převáděné synchronizační 
stimuly z vnějšího prostředí do hlavního cirkadiánního pacemakeru a výstupních, signálních 
drah řídících periferní hodiny v těle a hlavní cirkadiánní rytmy. Vstupní synchronizační cesta 
světla začíná na sítnici, kde se dopadající fotony světla transdukují do nervového vzruchu, který 
je dále veden retinohypotalamickým traktem (RHT) do suprachiasmatického jádra (SCN) 
hypotalamu, které je uloženo nad křížením optických nervů v přední části hypotalamu. SCN 
funguje jako hlavní cirkadiánní hodiny schopné vytvářet a udržovat rytmy, a synchronizovat je 
se světelnými podmínkami prostředí tak, aby výsledná časová informace, předávaná periferním 
hodinám ve tkáních, byla v souladu s vnějším časem. Periferní hodiny tedy nejsou řízené 
světlem přímo, ale pouze přes SCN, kromě toho se jejich aktivita koriguje také nesvětelnými 
vnějšími stimuly jako je příjem potravy nebo teplota (Kwon et al., 2011). 
     Kromě tyčinek a čípků, fotoreceptorů nezbytných pro obrazové vidění, se na sítnici vyskytují 
ještě fotosenzitivní sítnicové gangliové buňky, které jsou hlavním zdrojem informací o světle 
pro SCN. Tyto gangliové buňky obsahují melanopsin, který je důležitý pro transdukci energie 
fotonu na změnu membránového potenciálu, která je potom vedena přes RHT k neuronům 
SCN. Na synapsi s SCN jsou po osvětlení vyplavovány neurotransmitery glutamát a PACAP 
(Bedont et al., 2015; Ruby et al., 2002). 
2.1 MOLEKULÁRNÍ PODSTATA CIRKADIÁNNÍCH OSCILACÍ 
2.1.1 HODINOVÉ GENY  
Hodinové geny a jejich zpětnovazebné regulační smyčky jsou podstatou endogenního 
molekulárního mechanismu, který generuje cirkadiánní rytmy. Mezi tyto geny patří např.  
Circadian locomotor output cycles kaput (Clock), Brain and muscle Arnt-like protein 1 (Bmal1), 
geny Period (Per1, Per2), Cryptochrome (Cry1 a Cry2), Rora a Rev-Erbα, viz obrázek 1 
(Kondratova et al., 2012). Místo CLOCK se v nervové tkáni objevuje také NPAS2, funkce zůstává 
stejná (Ko et al., 2006). 
     Základem regulační smyčky jsou proteiny CLOCK a BMAL1. Proteinový komplex 
CLOCK/BMAL1 řídí chod hodin navázáním na E-box sekvenci uvnitř promotorové oblasti genů  
Rorα, Rev-Erbα, Per a Cry. Proteinové produkty genů PER a CRY tvoří komplex, jehož hladina se 
v cytoplasmě během dne zvyšuje a při určité koncentraci vstupuje do jádra, kde tlumí svojí 
vlastní transkripci zablokování aktivity diméru CLOCK/BMAL1. Přes noc je pak PER/CRY komplex 
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degradován aparátem proteasomu, hladina PER/CRY ubývá, inhibiční vazba ke komplexu 
CLOCK/BMAL1 se uvolňuje a nastává nový cyklus aktivace transkripce genů obsahujících 
sekvenci E-box. Jedná se o první z negativních zpětných vazeb (Ko et al., 2006). 
     Dále zahajuje CLOCK/BMAL1 navázáním na E-box expresi Ror (a, b, c) a Rev-Erb (α, β) 
řazených do podrodiny jaderných orphanových receptorů (jaderné receptory, které nemají 
známý ligand) (Kliewer et al., 1999). Jejich proteiny pak spolu soutěží o navázání do RORE 
sekvence promotorové oblasti genu Bmal1, čímž se mění hladiny komplexu CLOCK/BMAL1 v 
jádře. Pokud se do RORE sekvence genu Bmal1 naváže monomer REV-ERBα, který funguje jako 
inhibitor, snižuje se transkripce tohoto genu. Touto negativní zpětnou vazbou REV-ERBα tedy 
nepřímo ovlivňuje svojí vlastní transkripci. Proteiny RORα jsou naopak aktivátory transkripce 
Bmal1. PER/CRY komplex v jádře tedy inhibicí CLOCK/BMAL1 zastaví nejen svojí vlastní 
transkripci, ale zároveň i transkripci Rev-erbα. RORα tak má volnou cestu k navázání na RORE 
sekvenci a opět aktivuje expresi Bmal1. Díky antagonistickému efektu REV-ERBα a RORα je tedy 
možné velmi jemné řízení hladiny BMAL1 (Liu et al., 2008). Jinak řečeno, hladina REV-ERBα je 
regulována díky vazbě PER/CRY na CLOCK/BMAL1 komplex vázaný na E-box v genu Rev-erbα 
(Jolley et al., 2014). Obě smyčky (PER/CRY; REV-ERB a ROR) dokáží pracovat i nezávisle na sobě, 
ale pro řízení 24hodinové oscilace je nutná výše popsaná spolupráce (Fuhr et al, 2015; obr. 1). 
       Kromě toho, že REV-ERBα tvoří spolu s RORα a BMAL1 smyčku regulující chod cirkadiánních 
hodin, jsou také tyto dva proteiny jadernými receptory, kontrolujícími chod mnohých dalších 
fyziologických procesů jako je růst, metabolismus či reprodukce (Rogers et al., 2008). 
2.1.2 POSTTRANSKRIPČNÍ a POSTRANSLAČNÍ ÚPRAVY 
Pro fungování endogenního hodinového mechanismu jsou důležité také posttranskripční úpravy 
jako je sestřih mRNA a polyadenylace (Kojima et al., 2015; Preußner et al., 2016). Důležitou 
posttranslační úpravou genových produktů je fosforylace kaseinovou kinázou ε a kaseinovou 
kinázou δ (CK1ε CK1δ). Mutace v těchto dvou kinázách mají vliv na cirkadiánní periodu, která se 
tím může zkracovat (Ralph et al., 1988). Do popředí zájmu se dostaly po objevení jejich 
spojitosti s tzv. „familial advanced sleep phase syndrom“ (FASPS), spánkovou poruchou, která 
se vyskytuje u lidí a při které dochází k předbíhání spánkové fáze každý den až o několik desítek 
minut (Shanware et al., 2011). CK1ε a CK1δ specificky fosforylují proteiny PER, které tak značí 
pro degradaci v ubiquitin-proteasomové dráze. Jejich degradací ubývá inhibiční aktivita diméru 
PER/CRY a zvyšuje se transkripční aktivita BMAL1/CLOCK.  Uvnitř jádra je PER proti degradaci 
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chráněn navázáním na CRY, který takto regulované degradaci nepodléhá. Tímto se autoregulace 
cirkadiánních hodin ještě zpřesňuje (Akashi et al., 2002). 
 
Obrázek 1 - Molekulární hodinový mechanismus - vazba BMAL1/CLOCK na E-box hodinových genů zahajuje transkripci Per, Cry, 
Ror a Rev-erb. Dimer PER/CRY zpětnovazebně inhibuje svou vlastní expresi vazbou na dimer CLOCK/BMAL1; ROR a REV-ERB 
kompetují o vazné místo na promotoru genu Bmal1 a tím aktivují, resp. inhibují jeho transkripci. Dimer CLOCK/BMAL1 zahajuje 
transkripci také mnoha tzv. „clock-controlled genes“ (CCGS). Převzato a upraveno z Kondratova et al., 2012 
 
3 BUNĚČNÝ CYKLUS 
Buněčný cyklus je série procesů vedoucích k rozdělení buňky. Sestává z několika fází – G1, S, G2 
a M, případně G0, z nichž každá má svou specifickou úlohu a vlastní kontrolní body. Při celém 
tomto procesu prochází buňka mnoha změnami, mezi nejkritičtější patří replikace DNA, a je 
tedy nutná mnohonásobná kontrola správnosti jejího provedení. Při S fázi replikuje buňka svoji 
DNA, v M fázi se potom dělí. G1 a G2 jsou fázemi růstu. Z G1 fáze může buňka přejít do G0, 
pokud se delší dobu nepřipravuje dělit (např. nervové buňky). 
     Postup buněčného cyklu směrem k M fázi ovlivňují cykliny (z anglického „cyclin“ - CCN) 
navázáním na cyklin-dependentní kinázy (CDK) typické pro jednotlivé kontrolní body a fáze 
cyklu. CDK/CCN komplexy fosforylují seriny a threoniny cílových proteinů. Právě cyklické vázání 
a následná degradace CCN/CDK pohání buněčný cyklus (obr. 2). Cdc25A-B-C (z anglického „cell 
division cycle“) jsou specifické fosfatázy, které odstraňují inhibiční fosfátové zbytky z CDK, je tak 
umožněna jejich vazba na CCN. Při poškození DNA jsou fosfatázy Cdc25 inhibovány fosforylací, a 
naopak začínají působit CDK-inhibitory (CKI) či kinázy rodiny WEE1 (WEE1, MYT1), které umožní 




Obrázek 2 - Proteiny důležité pro jednotlivé fáze buněčného cyklu. Na tomto obrázku jsou znázorněny interakce cyklin-
dependentních kináz (CDK) s cykliny (cyc-A/B/D) a ovlivnění dalších složek buněčného cyklu. V G1 fázi se CDK4/6 (CDK-A) váže na 
cyc-D. Retinoblastomní protein (Rb) tvoří komplex s transkripčním faktorem E2F. CDK4/6 fosforyluje Rb, což uvolní E2F a aktivuje 
se transkripce. Tomu se při porušení DNA zamezí CDK inhibitorem p16 (CKI). V S fázi vzrůstá cyc-A, který ke konci tvoří komplex 
s CDK1 (CDK-A). Zde může WEE1 (WEE) inhibovat cyklus fosforylací CDK1. Zvyšující se hladina CCN B ale dokáže za pomoci CAK 
(„cycling-activating kináze“) CDK1 opět aktivovat. Komplex CycA/B-CDK1 zajistí průchod G2/M fázemi.  („cyclin (Andrietta et al., 
2001). 
3.1 G1 FÁZE – S FÁZE 
G1 je nejdelší fází cyklu. Buňka roste a syntetizuje proteiny. Na konci této fáze se nachází první 
kontrolní bod, ve kterém se rozhodne, jestli se buňka bude dělit, dělení odloží či přejde do G0 
klidové fáze. Tato kontrola je řízena převážně kinázou CDK4/6, na kterou se váže cyklin D (CCN 
D). CCN D v této fázi soutěží s CDK inhibitorem p16 o navázání na CDK4/6. P16 je inhibitorem 
CDK4/6 a nedovoluje buňce přejít do další fáze. Pokud převládne hladina CCN D, naváže se na 
CDK4/6 a tento komplex inaktivuje retinoblastomní protein (pRb). Protein pRb tvoří po většinu 
cyklu komplex s E2F transkripčními faktory a blokuje tak transkripci genů nezbytných pro 
syntézu DNA a tedy vstup do S fáze. Po fosforylaci pRb komplexem CCN D/CDK4/6 se E2F uvolní 
a spolu s transkripčními faktory DP1 a DP2 aktivují transkripci genů důležitých pro produkci 
DNA-replikačního aparátu buňky. Spolu s E2F se začíná tvořit komplex CCN E/CDK2, který 
později fosforyluje E2F faktory a tím je inhibuje. Se vzrůstající aktivitou a přiblížením ke G2 fázi 
je CCN E/CDK2 fosforylován a CCN E je označeno SCF komplexem k degradaci (SCF komplex je 
E3 ubiquitinová ligáza katalyzující ubiquitinaci proteinů určených k proteosomální degradaci, z 
anglického „Skp/Cullin/F-box Containing Complex“) (Basserman et al., 2014; Jung et al., 2010). 
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3.2 S FÁZE – G2 FÁZE 
G2 zahrnuje opětovný růst buňky, replikaci organel a přípravu k samotnému rozdělení – 
kondenzaci chromozomů. V pozdní S fázi a na přechodu G2 fáze se, se stoupající hladinou CCN 
A, tvoří komplex CCN A/CDK1. Ten řídí progres S fáze a přeměnu G2/M fází fosforylací CDH1 (z 
ang. „cadherin-1“). CDH1 je adaptorový protein komplexu APC/C (z angl. „anaphase-promoting 
complex“), což je E3 ubiquitinová ligáza značící proteiny k degradaci. Fosforylací CDH1 se APC/C 
inhibuje. Je tak regulován vstup do mitosy přetrvávající do doby, než je v časné metafázi 
ubiquitin-proteosomovou dráhou zničen CCN A (Brown et al., 2015; Basserman et al., 2014).  
3.3 M FÁZE 
Rozdělení buňky kontroluje CDK1 a CCN B, jehož aktivace je prvotním signálem mitosy. Se 
vzrůstající koncentrací CCN B se fosforylací na treoninu Thr161 pomocí „cyclin-activating 
kináze“ (CAK) aktivuje CDK1. Celý tento komplex CCN B/CDK1, zodpovídající za celistvost 
replikované genetické informace, se začíná akumulovat již v S-fázi. Kináza WEE1/MYT1 inhibuje 
cyklus fosforylací CDK1 na  threoninu (Thr14) a tyrosinu (Tyr15), tím se zablokuje vazebné místo 
pro ATP (adenosintrifosfát) a nástup M fáze je pozastaven. Při zvedající se hladině CCN B se ale 
CDK1 aktivuje a fosforyluje fosfatázu Cdc25, která odstraní inhibiční fosfáty na Thr14 a Tyr15. 
CCN A je pro vstup do mitosy důležitý pro svou možnost navázat se na  WEE 1 a tím zeslabit 
inhibiční signál (Deibler et al., 2010; Tahashi et al., 2014).  
     Poslední kontrolní bod se vyskytuje na konci metafáze, kdy všechny chromozomy musí být 
správně navázány na kinetochory dělícího vřeténka. Tímto navázáním vznikne napětí, které 
dokáží vnímat regulační proteiny a spustí se anafáze. Po tom, co je zničen CCN A a tím uvolněn 
APC/C (viz G2 fáze), naváže se na tuto ligázu fosfatáza cdc20, která ji aktivuje.  APC/C tak může 
ubiquitinovat protein securin. Jeho degradací se aktivuje proteáza separáza potřebná 
k oddělení sesterských chromatid. Dále se APC/C váže na cykliny S a M fáze, které označí 
k degradaci a tak zprostředkuje přechod do G1 fáze (Basserman et al., 2014; Oakes et al., 2014; 
Deibler et al., 2010; Brown et al., 2015). 
3.4 CDK inhibitory  
CDK inhibitory (CKI) jsou proteiny, které negativně ovlivňují funkci CDK. Některé z nich se řadí 
mezi tumor-supresorové geny. Mezi CKI patří cyklin-dependant inhibitor/kináze interacting 
protein (CIP/KIP) rodina, do které se řadí p21, p27, p57. A inhibitor protein kináze 4 (INK4) 
rodina, do které náleží p15, p16, p18, p19. 
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     Jedním z nejdůležitějších a nejprozkoumanějších CKI je p21. Jeho aktivita je závislá na genu 
tp53 (jehož produktem je protein P53), reagujícího na poškození DNA či stárnutí buňky 
zvýšenou transkripcí. P21 udržuje buňky v G0 fázi, dokud není optimální čas na dělení. Pokud je 
buňka vystavena růstovým faktorům, série CDK zajistí její průchod buněčným cyklem. P21 
dokáže cyklus zastavit v několika bodech – navázáním na CCN D/CDK4/6 a tím zamezení 
fosforylaci pRb, což má za následek zastavení buněčného cyklu v G1 fázi. Také dokáže 
inaktivovat E2F, nebo se navázat na „proliferating cell nuclear antigen“ (PCNA, cofaktor DNA 
polymerázy δ při replikaci) a zamezit tak aktivaci replikační polymerázy δ a replikaci DNA, což 
vede k zastavení buněčného cyklu v S fázi. Při poškození DNA je p21 aktivován p53 rodinou 
(p53, p63, p73), RNA vážícími proteiny a také posttranslačními modifikacemi – fosforylací. P21 
pak svojí vazbou inhibuje aktivitu komplexů CCN A/CDK2 a CCN B/CDK1, což má za následek 
zastavení buněčného cyklu. Inhibitorem proteinu p21 je transkripční faktor c-myc, který 
zároveň aktivuje CCN D. Po ubiquitinaci P21 v SCF se komplexy znovu aktivují (Do et al., 2015, 
Jung et al., 2010; Gaddameedhi et al., 2012; Basserman et al., 2014). 
3.5 CHECK-POINT KINÁZY 
Check-point kinázy (CHK1 a CHK2) slouží k zastavení buněčného cyklu v případě poškození 
vlákna DNA. Při porušení jednotlivého vlákna DNA se fosforyluje Claspin, který fosforylačně 
aktivuje „ataxia telangiectasia and Rad3-related protein“ (ATR) a ten tak může interagovat 
s CHK1. Inaktivace Claspinu probíhá ubiquitin-proteasomovou dráhou, Claspin je fosforylován 
„polo-like kináze1“ (Plk1 je kináza účastnící se mnoha pochodů v buněčném cyklu – aktivace 
Cdc25, aktivace APC aj.), což zajistí jeho degradaci SCF ubiquitinovou ligasou. Kontrolní bod tak 
může být opuštěn a buněčný cyklus pokračovat. 
      Přerušení dvojvlákna DNA vyvolá aktivaci „ataxia telangiectasia mutated“ (ATM), který 
fosforyluje CHK2. CHK1 a CHK2 fosforylují fosfatázu Cdc25 na serinu 216 (Ser216), což ji označí 
k proteasomální degradaci a zastaví tak cyklus.  
     Aktivita ATM-CHK2 je vyvolána přerušením dvojvlákna DNA, zatímco ATR-CHK1 aktivace 
následuje po přerušení jednoho vlákna DNA. Fosforylovaná CHK2 zvýší aktivitu transkripčního 
faktoru p53, která je v buňce stabilně udržována na nízké úrovni, ale při poškození DNA se 
exprese zvýší. Fosforylovaný P53 zastaví cyklus aktivací exprese inhibitorů cyklu jako je p21 a 
buňka má tak čas na opravu. V případě neúspěchu opravy, vyvolá p53 transkripci genů 
apoptického aparátu (Kang et al., 2014; Dheekollu et al., 2011). 
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     Dalším způsobem pozastavení cyklu při poškození DNA je fosforylace WEE1, která tak dokáže 
inhibovat CDK1 a zastavit cyklus. To je umožněno díky inhibici Plk1, spouštěče degradace WEE1. 
Při poškození vlákna DNA se z RENT komplexu (z angl. „regulator of nucleolar silencing and 
telophase exit“) jadérka uvolňuje fosfatáza Cdc14 (Yellman et al., 2015), která fosforyluje CDH1 
a následně se tvoří komplex APC/C-CDH1. Tímto komplexem je degradován fosforylovaný Plk1 
(Oakes et al., 2014; Basserman et al., 2014). 
3.6 APOPTÓZA 
Apoptóza je proces sloužící k odstranění poškozených buněk vyvolaný vnitřními či vnějšími 
faktory, např. (chemickým) poškozením DNA, UV zářením či imunitním systémem.  Apoptóza je, 
na rozdíl od nekrózy, kde je rozpad buněk provázen zánětem, neškodná k okolním buňkám. 
Aktivace apoptózy je možná mnoha odlišnými způsoby, např. vazbou ligandu na receptor (vnější 
cesta), mitochondriální aktivitou či vlivem endoplazmatického retikula (vnitřní cesta) atd. 
Dochází k aktivaci kaspáz, což jsou proteolytické enzymy, které štěpí proteiny za kyselinou 
asparagovou; v buňce přetrvávají jako prokaspazy a dokáží samy sebe navzájem aktivovat. 
Exekutorové kaspázy na konci aktivačního řetězce se váží na tzv. substráty smrti, které vyvolají 
kondenzaci jaderného chromatinu shlukujícího se v periferii jádra, chromozomy se uvolní a 
endonukleasami se fragmentuje DNA, což je typický znak apoptózy. Membrána 
endoplasmatického retikula se spojí s cytoplasmaticou membránou, buňka vytváří vakuoly, 
svrašťuje se a odděluje od ostatních. Na svém povrchu vystaví molekuly, díky kterým je 
fagocytována. 
3.6.1 VNITŘNÍ CESTA 
Vnitřní cesta apoptózy je řízena z mitochondrií. Za normální okolností převládají protiapoptické 
faktory (např. bcl-2), které apoptóze brání. Ale např. při poškození DNA mohou převládnout 
proapoptické faktory (p53, bax atd.), což vede ke zvýšené propustnosti membrány 
mitochondrie. Do cytosolu se vylije cytochrom c, který navázáním na cytoplasmatický protein 
APAF-1 (z angl. "apoptic protease activating factor") formuje apoptozóm, jenž se váže na 
prokaspázu 9 a aktivuje ji. Spolu s cytochromem c se uvolní také protein SMAC (z angl."second 
mitochondria-derived activator of caspases"). Ten se váže na inhibitor apoptických proteinů 
(IAP) inhibující kaspázu 9 a tím je umožněna aktivace signální kaskády apoptózy. Kaspáza 9 
aktivuje konečné kaspázy 3, 6 a 7, které zahájí samotný proces podnícením fragmentace DNA 
endonukleázou CAD („kaspázou aktivovaná DNáza“). 
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     Důležitým faktorem proapoptické dráhy je protein p53. Jeho hladina je ve zdravé buňce 
držena na nízké úrovni pomocí MDM2 E3 ubiquitinové ligázy (z angl. „Mouse double minute 2 
homolog“). Tato MDM2 ligáza ho ubiquitinuje, p53 se přemístí z jádra do cytoplasmy a zde je 
degradován v proteasomu. Při poškození vlákna DNA je p53 fosforylován pomocí kináz ATR či 
ATM, což inhibuje funkci MDM2 ligázy a p53 aktivuje inhibitory cyklu jako je p21, čímž zahájí 
reparaci či apoptózu buňky. Nedostatečná funkce tohoto proteinu vede k hromadění chyb 
poškození DNA, které mohou vést až k rozvoji nádorového bujení (Nag et al., 2013). 
     Geny rodiny Bcl-2 jsou klíčovými geny apoptózy. Na rozdílné podněty přicházející z vnější 
strany mitochondriální membrány odpovídají buďto aktivací či inhibicí apoptózy a to regulací 
propustnosti mitochondriální membrány. Homodimer Bcl-2 apoptóze brání, homodimer Bax ji 
aktivuje. Při proapoptickém signálu mění proapoptické proteiny v cytoplasmě svou konformaci, 
přemístí se k membráně mitochondrií a vytvoří dimery Bcl-2/bax, čímž inhibují funkci Bcl-2 a 
membrána se tak stane propustnou. Citlivost k proapoptickým signálům určuje poměr proteinů. 
Bcl-2 i Bax se mohou navázat na cytochrom c a blokovat jeho aktivitu. Bcl-2 se váže i na 
komplex bílkoviny obsahující tumor-supresorový protein p53 a brání jeho přemisťování v jádře 
– blokuje jeho funkci. Na membráně mitochondrií se pak Bcl-2 váže na proteinkinasu Raf-1 a ta 
tak nemůže fosforylovat cílový protein (např. Bad s proapoptickou funkcí, čímž je zabráněno 
apoptóze) (Megyesi et al., 2016; Alabsi et al., 2016). 
3.6.2 VNĚJŠÍ CESTA 
Od vnitřní cesty se liší modulátorem, kterým je zde tzv. receptor smrti, na rozdíl od vnitřní, kde 
tuto roli zastává cytochrom c. Receptory smrti patří mezi TNF receptory („faktor nádorové 
nekrózy“), které se účastní buněčného růstu a smrti. Jedním z nich je i transmembránový FAS 
receptor, na který se váže FAS ligand exprimovaný T-lymfocyty. Receptory smrti, včetně FAS 
receptoru, se vyznačují tím, že ve své cytosolové části obsahují tzv. doménu smrti, na kterou se 
váže adaptorový protein FADD („Fas-Associated protein with Death Domain“) a dále i 
prokaspáza 8. Společně utvoří DISC („death inducing signaling complex“), který aktivuje 
efektorové kaspázy 3, 6 a 7 směřující buňku k apoptóze (Yang et al., 2015). 
3.7 NÁDOROVÉ BUJENÍ 
Vznik nádorového bujení je mnoho-krokový proces, v jehož důsledku se buňka začne 
nekontrolovatelně množit. To může být způsobeno jak vnějšími, tak genetickými faktory. 
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Obvykle jde o postižení genu jedné buňky, označujeme je tedy souhrnně jako monoklonální 
choroby. 
     Existují 4 základní skupiny podílející se na životaschopnosti buněk. Mezi ně patří 
protoonkogeny (podporují proliferaci, jsou dominantí, např.: c-myc a CCN E), supresorové geny 
(inhibují růst, jsou recesivní, např.: pRb a p53), geny podporující apoptózu (dominantní) a geny 
řídící reparaci DNA. Nádorové buňky jsou díky genetickým změnám schopné žít déle a unikat 
apoptóze. 
 
4 INTERAKCE BUNĚČNÉHO CYKLU A CIRKADIÁNNÍCH RYTMŮ 
Cirkadiánní hodiny ovlivňují buněčný cyklus na molekulární úrovni dvěma způsoby a to za 1) 
transkripcí hodinami kontrolovaných genů či za 2) interakcí proteinů kódovaných hodinovými 
geny s proteiny buněčného cyklu (obr. 3). 
 
Obrázek 3 – Přechod mezi fázemi buněčného cyklu je regulován interakcí proteinů buněčného cyklu s proteiny hodinami 
kontrolovaných genů (c-myc, Wee1, ATM, ATR). C-Myc aktivuje CCN D, který spolu s CDK4/6 tvoří komplex zodpovědný za 
progesi G1 fáze. Přeměnu G1/S fází umožní komplex CCN E/CDK2. Při poškození dvojvlákna DNA zastaví PER1 cyklus navázáním 
na ATM/CHK2, aktivuje se p53 a p21, který inhibuje CDK2. S fáze může být při poškození DNA pozastavena komplexem 
ATR/CHK2, který je aktivován komplexem CRY2/TIM. Dvojté poškození vlákna DNA v G2 fázi má za následek interakci PER a 
ATM/CHK2 a aktivaci p53 zastavujícího cyklus. BMAL1/CLOCK aktivuje WEE1, která inhibuje CCN B2 důležitý v přeměně G2/M 
fází (Fu et al., 2013) 
 
Buněčný cyklus je těmito cestami ovlivňován mnoha různými proteiny a stále se nacházejí nové 
interakce a propojení cirkadiánních hodin s proliferací buněk. Není proto divu, že 
desynchronizace cirkadiánního systému může mít na život buňky zásadní vliv a v mnoha 




P21 jakožto CKI má důležitou roli v zastavení buněčného cyklu například při poškození DNA. 
Pokud je DNA poškozena, aktivuje se pomocí p53 transkripce p21 a ten tak může inhibovat 
CDK2 a dále se váže na PCNA a inhibuje tak DNA replikaci. Gréchez-Cassiau a její tým (2008) 
zjistili, že myši s genetickou delecí Bmal1 (Bmal1-/-) postrádají cirkadiánní rytmus v expresi P21, 
který ve svém promotoru sice neobsahuje E-box, ale má RORE sekvence. Zjistili tedy, že 
rytmicita exprese P21 je ovlivněna antagonistickým efektem REV-ERBα, který jeho expresi 
potlačuje, zatímco RORα zvyšuje jeho hladinu (Gréchez-Cassiau et al., 2008). Tento nález 
ukazuje, že cirkadiánní systém řídí expresi jednoho z důležitých regulačních faktorů buněčného 
cyklu tak, že zvyšuje jeho přirozenou hladinu v době dne, a posouvá tak citlivou fázi replikace 
DNA na noční dobu, kdy hrozí menší poškození DNA UV zářením.  
4.2 TIM 
Protein „timeless“ (TIM) je důležitým regulátorem buněčného cyklu účastnící se odpovědi na 
poškození DNA, přičemž TIM null myší embrya nejsou schopná života. Jeho hladiny jsou nejvyšší 
v S, G2 a M fázích (Ünsal-Kaçmaz et al., 2005). 
     V S fázi tvoří TIM komplex s „timeless interacting protein“ (TIPIN). Tento komplex má velký 
význam v kontrole replikace DNA a její opravě po poškození. Interakce TIPINu a „replikačního 
proteinu A“ (RPA) specificky zprostředkovává fosforylaci CHK1 přes ATR. RPA stabilizuje 
komplex TIM/TIPIN (Kemp et al., 2010). Odstranění TIM/TIPIN komplexu vedlo k chybám 
v opravě poškozené DNA a také uvolnění chromatidových spojů s následnými chybami v M fázi 
(Leman et al., 2010) 
     V M fázi spolupracuje TIM s mitotickými strukturami – byl nalezen v komplexu s CDK1 i 
kinázou Plk1, na které se přímo váže. Snížená exprese TIMu měla za následek mnohačetné 
defekty v mitose, mezi něž patří ztráta koheze chromatid, ztráta vřetenovitého tvaru a 
nemožnost postoupení z mitosy do G1 fáze. Plk1 je zapojen do odpovědi na poškození DNA – 
stabilizuje Claspin při poškození DNA (Dheekollu et al., 2011). 
     Zařazení savčího TIMu mezi hodinové proteiny je trochu komplikované – má velkou 
sekvenční shodu s TIMem drosophily (dTIM), který vykazuje cirkadiánní oscilaci a tak se 
původně mělo za to, že jde o cirkadiánní hodinový protein (Benna et al., 2000). V savčích 
buňkách interaguje s CRY, ale nemá cirkadiánní oscilaci jako dTIM. Jeho genetická delece 
způsobuje letalitu embryí, což delece jiných hodinových genů (Clock, Bmal1 atd.) nezpůsobuje 
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(Gotter et al., 2000). Zjistilo se ale, že savčí TIM má dvě formy a to kratší (sTIM) a delší (lTIM). 
Funkce sTIM není zatím plně objasněna a není jasné, jestli je tato forma vytvářena alternativním 
sestřihem nebo přídavným iniciačním úsekem transkripce. Cirkadiánní oscilace jeho transkripce 
pozorována nebyla, zatímco lTIM se vyskytuje v SCN a cirkadiánní rytmicitu vykazuje (Engelen et 
al, 2013). 
     Aktivita lTIM je hodinami řízená přes interakci s C-koncem CRY, kde se vyskytují coiled-coil 
domény (CCD), čímž se také liší od dTIM. Díky této přidané doméně je možná jeho interakce 
s jinými proteiny, zatímco u drosophily byla jeho funkce spíše přijímat světelný signál. O 
navázání na tuto doménu soutěží lTIM s PER, přičemž PER má ke CRY vyšší afinitu (Ünsal-
Kaçmaz et al., 2005; Engelen et al., 2013). 
     Zvýšená exprese TIM se dá pozorovat v různých typech nádorového bujení a je spojována 
s pozdějšími stádii nádorů a horší prognózou, např. při rakovině prsu nebo tlustého střeva. 
Snížená exprese TIM je spojována se sníženou proliferací, poruchami v opravě DNA, následným 
zkracováním telomer a defekty v M fázi (Mao et al., 2013). 
4.3 WEE1 
Kináza WEE1 byla objevena v poltivé kvasince, kde deficit WEE1 vedl k předčasnému vstupu do 
mitosy a replikaci nedozrálých buněk (Russel et al., 1987). 
     Exprese WEE1 je aktivována přes E-box pomocí BMAL1/CLOCK (nebo BMAL1/NPAS) a 
pozastavuje ji PER/CRY, což bylo potvrzeno výzkumem Matsua a jeho kolegů (2003) na CRY-
deficientních myších. Kináza WEE1 je inhibitorem buněčného cyklu a při poškození DNA 
společně s MYT1 fosforyluje Tyr15 místo na CDK1. To má za následek zastavení buněčného 
cyklu v G2/M a inhibici proliferace, čímž je kontrolován vstup do M fáze a také DNA replikace 
v S fázi (Do et al., 2013). 
     Soták a kolektiv (2013) prováděli pokusy na myších s chemicky indukovaným nádorem 
tlustého střeva. Zjišťovali, zda byla ovlivněna exprese hodinami kontrolovaných genů a zaměřili 
se mimo jiné na WEE1. Tato kináza sice nevykazovala žádnou rytmicitu, ale její hladina byla v 
průměru zvýšená oproti kontrolám. Tyto výsledky byly získány z experimentů na myších ve stáří 
52 týdnů, zkusili tedy testy zopakovat na 10 týdnů starých myších a u nich rytmické zvyšování 
hladiny zaznamenali. Z výsledků tedy není jasné, jestli rytmicita kinázy WEE1 se v tumoru 
tlustého střeva nevytrácí spíše s přibývajícím věkem pokusných myší (Soták et al., 2013). 
V každém případě má změna míry exprese WEE1 závažné následky pro buněčnou proliferaci. 
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Například, studie Kima a kolegů (2016) se zaměřovala na dopad zvýšené exprese WEE1 
v žaludečních nádorových buňkách. Při odstranění WEE1 došlo ke snížení proliferace, migrace 
metastází a invazivity nádoru. Naopak zvýšená hladina WEE1 tyto pochody podpořila (Kim et al., 
2016). Zvýšená hladina WEE1 je také spojována s vývojem maligního melanomu, rakoviny prsu, 
osteosarkomu, glioblastomů a hepatocelulárního karcinomu (Magnussen et al., 2012; Murrow 
et al., 2010; Kreahling et al., 2013; Mueller et al., 2014; Massard et al., 2011). Vzhledem 
k regulaci exprese WEE1 dimérem CLOCK/BMAL1, jež podléhá zpětné inhibici komplexem 
PER/CRY, může být proces vzniku nádoru ovlivněn i hladinou PER/CRY během cirkadiánního 
dne. Nižší hladiny PER/CRY, např. v důsledku práce na směny, způsobí nedostatečnou inhibici 
aktivity CLOCK/BMAL1, tedy i transkripce kinázy WEE1, a tím naruší správný běh buněčného 
cyklu. Pokud by se dala aktivita této kinázy blokovat, mohlo by se toho využít v cílené léčbě 
rakoviny. Jedním ze způsobů je například blokace selektivním inhibitorem WEE1 kinázy MK-
1775, který dokáže vyvolat mitotickou katastrofu, obdobu apoptózy způsobenou nemožností 
aktivace CCN B a Cdk1. MK-1775 je tak schopný zabránit růstu tumoru. Jeho použití při léčbě 
rakoviny je nyní zkoumáno a testováno (Do et al., 2015; Tamura et al., 2015). 
4.4  C-MYC 
C-myc hraje v proliferaci klíčovou roli jako bHLH (helix-loop-helix) transkripční faktor regulující 
několik genů kritických pro G1/S přeměnu. Snižuje hladiny p21 a zvyšuje CCN D1. Zahajuje tak 
růst buňky, proliferaci a za určitých podmínek i apoptózu. Gen pro c-myc obsahuje E-box, na 
který se váže BMAL1/CLOCK(NPAS2), který tak spouští jeho transkripci podle denního rytmu. 
Dále se do jeho promotorové oblasti může navázat p53, který naopak transkripci c-myc 
potlačuje. Proti vazbě p53 se c-myc může bránit navázáním inhibitoru histonové deacetylázy 
trichostatinu A. Hladiny c-myc jsou vyšší v časné tmavé fázi dne a nižší v časné světlé fázi dne 
(Karantanos et al., 2014; Okazaki et al., 2010; Ho et al., 2005). 
     Karantanos s kolegy zkoumali vliv narušeného cirkadiánního systému  na expresi c-myc. Myši 
s genetickou delecí Per1, vykazovaly sníženou expresi c-myc a to vedlo ke zvýšené transkripci 
CCN D1, což znamenalo zvýšenou proliferaci. Zvýšená exprese Per2 v leukemických buňkách 
zase vedla ke snížení hladin c-myc a CCN B1, to potlačilo buněčnou proliferaci a vedlo 
k apoptóze (Karantanos et al., 2014). 
Na základně svých poznatků označili Fu a jeho kolegové (2002) mPer2 jako tumor 
supresorový gen. Při svém výzkumu na myších zjistili, že genetická delece genu Per2 vede ke 
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zvýšené citlivosti na radiační záření a vede k významně většímu riziku vzniku nádoru z ozáření. 
Zároveň je znemožněna p53 indukovaná apoptóza (Fu et al., 2002). 
     Okazaki se svým týmem (2010) zkoumali možnosti využití transferinových receptorů 1 (TfR1) 
na myších s rakovinou tlustého střeva k léčbě tumoru. Studie s luciferázovým reportérem na 
genu c-myc ukázala, že hodinami kontrolovaný c-myc svou vazbou na E-box v promotorové 
sekvenci TfR1 dokáže zvýšit jeho hladiny (při snížení hladiny c-myc byla zároveň i amplituda 
TfR1 nižší). TfR1 vykazoval 24hodinovou oscilaci ve zdravých i maligních buňkách, přičemž 
v maligních byla jejich exprese zvýšená. Protože se TfR1 pomocí transferinu účastní vpravování 
železa do buňky, zajímali se, jestli by bylo možné pomocí těchto receptorů vnést i jiné látky. 
Upravený „Tf-coupled polyethylene glycol“ liposom je schopný navázat se na TfR1 tumorových 
buněk, které ho poté endocytují. Pomocí takto upravených liposomů je možné do maligních 
buněk vnést cytotoxická agens. A právě toho by, podle Okazakiho týmu, mohlo být využito 
v léčbě rakoviny (Okazaki et al., 2010). 
    Deregulace cirkadiánního rytmu v transkripci c-myc může podnítit nesprávně načasovanou 
proliferaci, ztrátu konečné diferenciace nebo zrušit zastavení cyklu při poškození DNA (Ho et al., 
2005). 
4.5  PER 
Period rodina zahrnuje PER1 a PER2, které jsou součástí cirkadiánních hodin, a PER3, jehož 
funkce v hodinovém cyklu nebyla potvrzena a patří spíše mezi hodinami kontrolované geny. 
PER proteiny kromě zpětnovazebné smyčky v cirkadiánních hodinách zaujímají funkci 
regulátorů buněčného cyklu. Přes interakci s ATM a následné aktivaci CHK2 se zapojují do 
kontrolního bodu a řídí tak nepřímo proliferaci buňky. Nestabilita v hladině PER může vést 
k rozvoji nádoru či apoptóze buňky, jak dokazuje mnoho doposud provedených výzkumů (Liu et 
al., 2014; Zhao et al., 2014; Oshima et al., 2011; Lee et al., 2010). 
     Interakcí PER1 a buněčného cyklu na lidských nádorových buňkách se ve své studii zabýval 
Gery se svou skupinou (2006). Zvýšená exprese Per1 v jejich výzkumu vedla ke zvýšení hladiny c-
myc a potlačení p21, což mělo za následek vznik apoptózy. Zároveň byly zvýšené hladiny p53 a 
konstitutivně aktivovaná CHK2. Inhibice Per1 naopak procento apoptických buněk snížila. Jejich 
výzkum naznačil, že protein PER1 má svou úlohu v aktivaci ATM a jejich výsledky podpořili 
význam cirkadiánní regulace buněčného cyklu a hypotézu, že narušení hodinového cyklu může 
vést k rozvoji rakoviny (Gery et al., 2006). 
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     Yeh a jeho kolegové (2005) zkoumali vliv PER1 na vznik karcinomu endometria. 35 vzorků od 
pacientek s karcinomem děložní sliznice srovnávali se zdravými tkáněmi. Ve vzorcích s nádory 
byly hladiny PER1 sníženy. Pomocí mutační a metylační analýzy promotorových oblastí přišli na 
to, že snížená exprese Per1 je částečně způsobena metylací DNA promotoru Per1. Nenašli 
ovšem přímý vztah mezi expresí PER1 a P53, c-myc, CCN A, CCN B nebo CCN D1. Snížení PER1 
ovšem narušilo cirkadiánní hodiny, což vytvořilo výhodnější podmínky pro buňky 
endometriálního karcinomu a ty se tak rozrostly (Yeh et al., 2005). 
     Do s kolegy zkoumali vliv PER1, PER2 a PER3 na nádorové buňky prsu u tchajwanských žen a 
zjistili, že v 95 % případů byla exprese těchto genů porušená v porovnání s nerakovinnými 
buňkami. Tyto změny byly opět spojené s metylací Per1 a Per2 promotoru. Per1 měl v 50 % 
případů promotor metylovaný, což je vedlo k závěru, že inaktivace Per1 může hrát důležitější 
roli v nádoru prsu (Do et al., 2005). 
     Huova skupina porovnávala expresi Per2 v myším Lewisově karcinomu plic (LKP) a rakovině 
prsu a kontrolou sestávající ze zdravých buněk s vneseným prázdným plasmidem. Vyšší exprese 
mPer2 u LKP myší a v nádoru prsu vedla k redukci buněčné proliferace, změněné expresi genů 
spojených s apoptózou a apoptóze. Hladiny c-myc zde byly sníženy, zatímco exprese p53 byla 
zvýšena. Jejich výsledky ukazují, že cirkadiánní gen mPer2 může hrát důležitou roli v tumorové 
supresi navozením apoptózy. Zvýšená exprese mPer2 může podnítit apoptózu nádorových 
buněk vnitřní cestou, skrz p53 a c-myc, který je pomocí p53 potlačen (Hua et al., 2006). 
     V nádorových buňkách tlustého střeva byly, v porovnání se zdravými buňkami sliznice, 
hladiny Per1, Per2 i Per3 sníženy, jak vypovídá výzkum Sotáka s kolektivem a potvrzuje výzkum 
Wangovy skupiny. V okolí nádoru se rytmicita zachovala. Pacienti s nižší expresí Per1 a Per3 
také vykazovali nižší míru přežití (Soták et al., 2013; Wang et al., 2016). 
     Im se skupinou zkoumali význam PER3 a zjistili, že nemá funkci v udržení hodinové smyčky. 
Má ale svou funkci v buněčném cyklu – interaguje s ATM a ovlivňuje tak CHK2. Inhibice Per3 
téměř kompletně znemožnila aktivaci CHK2 po poškození DNA. Zvýšená exprese Per3 naopak 
podnítila aktivaci CHK2 i bez poškození DNA a vedla k inhibici proliferace a apoptóze. Tato 
zjištění ukazují, že PER3 se účastní kontrolního bodu, buněčné proliferace a apoptózy (Im et al., 
2010). 
     Zatímco zvýšené hladiny proteinů PER vedou ke zvýšené apoptóze, snížené hladiny mají 
často za následek rozvoj rakoviny. Cíleného zvýšení exprese PER v nádoru by se mohlo využít 
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v léčbě nádoru. PER3 je oproti PER1 a PER2 specifický – nemá roli cirkadiánního regulátoru, ale 
je důležitou součástí buněčného cyklu. 
4.6 XPA 
Odpověď buňky na poškození DNA UV zářením může probíhat na úrovni globální genomové 
opravy (odstranění poškozené DNA z celého genomu), nebo rychlejší cestou transkripčně 
vázané opravy (oprava poškozené DNA aktivně transkribovaného vlákna) (Riedl et al., 2003). To 
je zajištěno pomocí ATR, které aktivuje nukleotidovou excizní opravu (NER) sestávající z 6 
opravných faktorů (XPA, XPC, XPG, XPF-ERCC1, RPA a TFIIH). Ty odstraní poškozené místo, 
vzniklá mezera je přepsána DNA polymerázou a DNA ligasou připojena ke zbytku řetězce (Wu et 
al., 2007).  
     Do buněčného cyklu je XPA zapojen interakcí s ATR, které se aktivací při poškození DNA svou 
fosforylační částí naváže na α-helix v helix-turn-helix struktuře XPA. To indukuje NER opravu jak 
globální genomovou tak transkripčně vázanou. Když Wu se svým týmem zablokovali interakci 
ATR s XPA v jádře, byla účinnost opravy DNA po ozáření UV světlem snížena. Zjistili tak, že 
kinázová aktivita ATR je potřebná k translokaci cytoplasmatického XPA do jádra (Wu et al., 
2007; Steven et al., 2009). Translokace XPA do jádra je závislá jak na ATR, tak i na p53 a fázi 
buněčného cyklu. V G1 a G2 fázi nemělo UV záření ani p53 na translokaci XPA vliv – v G1 fázi 
zůstávala většina XPA v cytoplasmě, v G2 fázi naopak v jádře. V S fázi ovšem stimulovalo UV 
záření (a s tím spojené poškození DNA) transport XPA do jádra v závislosti na fosforylaci p53. 
Inhibice p53 pak tuto translokaci nedovolila  (Li et al., 2011). 
     Kang se svým týmem zjistili, že NER má 6x vyšší aktivitu během dne. Pokus zopakovali 
v konstantní tmě s cílem určit, zda se jedná o endogenně řízenou oscilaci, což potvrdili – 
oscilace byla během subjektivního dne zvýšená, přičemž XPA byl jediný oscilující NER, navíc 
vykazující rytmus se stejnou fází jako BMAL1 a opačnou ke CRY a PER. To je vedlo k domněnce, 
že je regulován právě tak jako BMAL1. Pokusy na CRY deficientních myších ukázaly, že XPA je 
opravdu kontrolovaný cirkadiánními proteiny, neboť u nich byla hladina XPA zvýšená, stejně tak 
jako hladina BMAL1, což bylo způsobeno ztrátou negativní zpětné vazby PER/CRY (Kang et al., 
2009). 
     XPA vykazoval cirkadiánní rytmus s maximem v 5 hodin odpoledne a nejnižší transkripcí 
kolem 5. hodiny ranní. K cirkadiánní oscilaci XPA přispívá i jeho posttranslační úprava HERC2 
ubiquitinovou ligasou („HECT and RLD domain containing E3 ubiquitin protein ligase 2“). XPA 
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má podobný poločas rozpadu (cca 3 hodiny) jako CRY. Kangův tým se proto domníval, že je také 
terčem E3 ligasy jako CRY a našli právě HERC2, který se specificky váže na XPA a ubiquitinuje ho, 
což vede k degradaci. Cirkadiánní oscilaci XPA není možné pozorovat ve varlatech, zatímco játra 
ji vykazují (Kang et al., 2010). 
Cisplatin je složka chemoterapeutik, která zabíjí nádorové buňky. Používá se hlavně u nádorů 
vaječníků a varlat, dále i u karcinomu v oblasti hlavy, krku, plic, žaludku a tlustého střeva. 
Nádorové buňky zabíjí zničením jejich DNA. Je tedy důležitá následná oprava. Na to se zaměřil 
Kang s kolegy v jedné své studii na myších játrech a varlatech. Zjistili, že XPA hraje základní 
úlohu v opravě cisplatinem zničené DNA a jeho hladina  i zvýšení opravné aktivity může být 
regulováno změnou hladiny HERC2. Časování léčby na dobu, kdy je aktivita XPA vysoká, by tak, 
díky jeho roli v opravě DNA, mohlo pomoci k rychlejší regeneraci po chemoterapii. S ohledem 
na četnost využívání cisplatinu v léčbě nádorů by se jednalo o ulehčení jak mnoha pacientům, 
tak i lékařům. 
4.7 VLIV SVĚTLA 
Narušení cirkadiánního systému prací na směny, nočním osvětlováním či častým cestováním 
skrz časová pásma může vést k rozvoji nádorového bujení. Výzkum na myších s Glasgow 
osteosarkomem, které byly vystaveny jet lagu, ukázal, že oscilace mPer1 v SCN byla změněna ve 
prospěch růstu tumoru (Filipski et al., 2004). Několik studií na ženách pracujících na směny 
odhalilo zvýšené riziko rakoviny prsu při práci na směny (Benabu et al., 2015; Lin et al., 2015; 
Papantoniou et al., 2015). Mezi nejznámější patří studie Schernhammerové, která se svým 
týmem dotazovala 78 562 zdravotních sester pracujících na směny s četností nejméně 3x týdně. 
Sestry pracující na směny 1 rok až 29 roků měly 8% nárůst rizika rakoviny prsu, zatímco ženy 
pracující přes 30 let měly 36% rizikovost (Schernhammer et al., 2001). Nižší výskyt rakoviny je 
pak naopak pozorován u slepých lidí se stálou hladinou melatoninu (Feychting et al., 1998) a 
fyziologické hodnoty melatoninu zase zastavily růst tumoru v in vitro pokusech Blaskova týmu 
(Blask et al., 1997). Všechny tyto studie naznačují důležitost denních rytmů v regulaci 






Cirkadiánní systém je s buněčným cyklem propojen na více úrovních a je kontrolován jak 
hodinovými, tak i hodinami-kontrolovanými proteiny. Ty řídí správný průchod jednotlivými 
fázemi i načasování samotného dělení. Mnohé nové výzkumy poukazují na důležitost funkčnosti 
samotných hodin i tohoto propojení v tvorbě nádorů. Podle studií uvedených v této práci je 
regulace cirkadiánním systémem v určitých nádorových tkáních porušená – hodnoty 
hodinových proteinů jsou zvýšené či snížené a tím je znemožněna další regulace buněčného 
cyklu jako je jeho zastavení v kontrolním bodu při poškození DNA, samotná oprava DNA či 
apoptóza. Buňka ztrácí kontrolu z vnějšku a může se stát buňkou nádorovou. To může být 
ovlivněno jak vnějšími stimuly jako je práce na směny či noční svícení, tak také s věkem se 
amplituda hladin hodinových proteinů snižuje a účinnost cirkadiánního systému klesá. Tyto 
poznatky mohou pomoci k přesnějšímu poznání mechanismu vzniku nádoru, jejich léčbě a 
prevenci. Dále se také rozvíjí obor chronoterapie, při které se využívá podávání léku v určitou 
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